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Anotace (Cesky):

Celed’ Poaceae je zemé&délsky nejdalezitéjsi celedi rostlin na svété. Celed” Poaceae
je také hostitelem mnoha patogenti véetné vice nez sta zndmych druhti vird. Rozlozeni
vyskytu jednotlivych druht virQ se 1i8i v zavislosti na hostitelich, zemépisnych a jinych
podminkach. Tato metodika poskytuje popis zptisobu detekce deviti viri obilnin a trav:
virus mozaiky svefepu (BMV), virus zluté zakrslosti jecmene (BYDV), latentni virus
jilku (LoLV), virus nekrotické mozaiky ovsa (ONMYV), virus mozaiky jilku (RgMV),
pudou pienosny virus mozaiky obilnin (SBCMV), virus skvrnitosti spartiny (SpMV),
virus zakrsalosti pSenice (WDYV), a virus ¢arkovité mozaiky pSenice (WSMV) pomoci
metody SYBR Green I RT-qPCR.

Anotace (anglicky):

The family Poaceae is one of the most important groups of plants in the terms of
agricultural production. The family Poaceae also hosts many pathogens including >100
known virus species. The distribution of the viruses varies according to hosts, geograph-
ical and other conditions. In this methodology we provide assays for detection of nine
cereal and grass viruses (Brome mosaic virus-BMV, Barley yellow dwarf virus-BYDYV,
Lolium latent virus-LoLV, Oat necrotic mottle virus-ONMYV, Ryegrass mosaic virus-Rg-
MYV, Soil-borne cereal mosaic virus-SBCMYV, Spartina mottle virus-SpMV, Wheat dwarf
virus-WDV a Wheat streak mosaic virus-WSMV) by SYBR Green I RT-qPCR.
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Cil

Cilem metodiky bylo vyvinout rutinni diagnostickou metodu schopnou spolehli-
v¢ a citlivé detekovat devét vird obilnin a trav — BMV, BYDV, LoLV, ONMYV, RgMV,
SBCMYV, SpMV, WDV, a WSMV.

vvvvvv

nejvyznamnéjsi z hlediska zemedélské produkce. Rostliny této ¢eledi pokryvaji obrovské
plochy zemédé¢lské i neobhospodatované ptudy. Poaceae ale rovnéz hosti mnoho patogen-
nich organismu véetné vice jak 100 druhti virti (Lapierre a Signoret, 2004), coz je témét
20% veskerych znamych rostlinnych viri (Brunt et al., 1996). Virdzy obilnin jsou znamy
a zpusobuji skody vSude na svété, kde se obilniny péstuji (Slykhuis, 1976). Virus zluté
zakrslosti jemene (BYDV, kmeny PAS, PAV a MAV) (Kundu et al., 2009b; JaroSova
et al., 2013) a virus zakrslosti p§enice (WDV) (Kundu et al., 2009a) v Ceské republice
svym vyskytem pievladaji a mohou zptisobovat vysoké ztraty na vynosech. Jedinym zpt-
sobem, jak snizit dopad téchto viri na vynosy obilnin, je péstovat odolné odridy (Ordon
et al., 2009). Krom téchto virti je mnoho dalsich, které se obvykle objevuji méné ¢asto
a zpusobuji méné zavazné choroby. Mezi né patii virus ¢arkovitosti pSenice (WSMV)
(Gadiou et al., 2009), virus mozaiky svefepu (BMV) (Gadiou a Kundu, 2010). Nicméné
v Evropé byl zaznamenan i vyskyt dalSich viri napadajicich obilniny a travy — virus za-
krslosti jeémene (BDV) a virus zakrslosti ovsa (ODV) (Schubert et al., 2007) nebo virus
carkovité mozaiky psenice (WSMYV) a virus nekrotické mozaiky ovsa (ONMYV) (Raben-
ptenasené ptidou rodtt Bymovirus a Furovirus (piehled v Kuhne, 2009).

Detekce virti napadajicich Poaceae je zameétena v drtivé vétsiné pouze na nejrozsite-
n¢&jsi viry a na hostitelské zemédé€lské plodiny. V rutinni diagnostice se vyuziva prevazné
sérologické metody ELISA, ackoliv v poslednich letech na vyznamu nabyvaji techniky
zalozené na detekci nukleovych kyselin patogenu, pfevazné pak technika reverzni tran-
skripce RNA a nasledné polymerazové fetézové reakce DNA (RT-PCR). Kvantitativni
varianta této techniky, RT-qPCR, umoziuje nejen detekcei, ale i kvantifikaci mnoZzstvi
patogenu ve vzorku (JaroSova a Kundu, 2010); a obecné se vyznacuje vyssi citlivosti
a efektivitou ve smyslu ¢asu a nakladu (Izzo et al., 2012). Vyuziti téchto technik umozni
detekei i méné rozsirenych a znamych vird jak v obilnindch, ale i v plevelnych a volné
rostoucich travinach.



Pirehled uvadénych virt obilnin a trav

Virus zluté zakrslosti je¢mene (Barley yellow dwarf virus, BYDV) spolu s virem
al., 2009b). BYDYV patii do Celedi Luteoviridae ktera zahrnuje nékolik kmenti z rodu
Luteovirus (PAV, PAS, MAV), Polerovirus virus zluté zakrslosti obilnin (Cereal yellow
dwarf virus-RPV, -RPS) a nezafazené ¢leny Luteoviridae (RMV, SGV, GPV) (Miller
a Rasochova, 1997).

Virus zakrslosti pSenice (Wheat dwarf virus, WDV) se v poslednich letech stava jed-
nou z nejdilezitgjsich chorob obilnin v CR. WDV patii do rodu Mastrevirus, mé jako
jeden z mala rostlinnych virti +ssDNA genom a na tzemi CR byl prvné popsan Dr. J.
Vackem v roce 1961. WDV ma dva kmeny, jecny (WDV-B) a pseni¢ny (WDV-W) (Kun-
du et al., 2009a).

Virus ¢arkovité mozaiky pSenice (Wheat streak mosaic virus, WSMV) se vyskytuje
celosvétove ve vsech péstitelskych oblastech pSenice. Napada pSenici, jeémen, kukufici
a mnoho dalSich druhti Poaceae véetné plevelnych trav (Burrows et al., 2009). WSMV
je pienasen rozto¢em Aceria tosichella Keifer (Stenger et al., 1998). U pSenice a ku-
kufice byl také prokazan pienos semenem (Dwyer et al., 2007). Ztraty mohou byt az
100% (Burrows et al., 2009). Je to obzvlasté zavazny patogen Velkych Planin v Severni
Americe (Christian a Willis, 1993; French a Stenger, 2003). WSMYV byl detekovan na
tizemi tehdejsiho Ceskoslovensko v osmdesatych letech (Vacke et al., 1986), aviak v po-
slednich letech se tento virus vyskytuji ¢astéji, a to hlavné u psenice (Kudela et al., 2008;
Gadiou et al., 2009; Svobodova a Kumar, 2015).

Pudou pfenosny virus mozaiky obilnin (Soil-borne cereal mosaic virus, SBCMV) se
od roku 1960, kdy byl poprvé zaznamenan v Italii, rozsifil do mnoha evropskych zemi
vcetné Francie, Némecka, Italie, Danska, Polska a UK. SBCMV zptisobuje zdvazné vy-
nosové ztraty u pSenice, dosahujici az 70% (Rattia et al., 2004). SBCMV je pienasen
Polymyxou graminis. Infekéni spory mohou v padé vytrvat az 10 let (Richard-Molard,
1985).

Virus nekrotické skvrnitosti ovsa (Oat necrosis mottle virus, ONMV), charakteristic-
ky uzkym spektrem hostitelskych rostlin (Gill, 1976) byl popsan v roce 1996 Bruntem
et al. jako ssRNA virus s vyskytem pievazné v USA. ONMV byl nicméné detekovan
v roce 2002 v Némecku (Rabenstein et al.) a v roce 2004 v Turecku (Ilbagi et al., 2005).
ONMYV je fazen do rodu Tritimovirus (Rabeinstein et al., 2002).

Latentni virus jilku (Lolium latent virus, LoLV) je ssRNA virus, vyskytujici se pfi-
rozené v jilcich (Lolium spp.) se zjisténym spektrem minimalné 25 rostlinnych druht,
véetné ryze a n¢kolik dvoudéloznych druhti. LoLV se pienasi vegetativn¢, mechanickou



inokulaci, a také vektorem msici sttemchovou, Rhopalosiphum padi (Li et al., 2008).
Vyskyt byl zjistén v Némecku, Francii, Nizozemi, UK a USA (Maroon-Lango et al.,
2006), v CR byl rovnéz detekovan u plané rostoucich trav (Dréb et al., 2014).

Virus mozaiky jilku (Ryegrass mosaic virus, RgMV) je ssRNA virus z ¢eledi Poty-
virideae, rodu Rymovirus. Je ptenasen rozto¢i ¢eledi vinovnikovitych a je béZznym pato-
genem jilk v mnoha zemich. DokaZze vyrazné snizit vynosy viceletych travin (Xu et al.,
2001). Krom travin je schopen napadat i oves, pSenici a ryzi (Brunt et al., 1996).

Virus mozaiky svefepu (Brome mosaic virus, BMV) se vyskytuje v mnoha zemich po
a ve svych hostitelich si udrzuje pomérné vysoky titr viru (Lane, 1981). BMV napada
mnoho druhti ¢eledi Poaceae, v¢etné svefepu (Bromus inermis), ze kterého byl poprvé
izolovan. Snizuje také vynosy kukufice a jecmene. BMV je pienasSen prevazné mecha-
nicky, ackoli byl prokazan pienos had’atky rodu Xiphinema v laboratornich podminkéch
(Schmidt et al., 1963).

Virus skvrnitosti spartiny (Spartina mottle virus, SpMV) byl poprvé identifikovan
v roce 1980 (Jones, 1980). Napada traviny, poprvé byl izolovan z travy Spartina anglica.

Symptomatika

1. Virus zluté zakrslosti jecmene-BYDV

Typickymi symptomy napadeni je zlatozluté az oranzové zbarveni listd a retardace
ristu (obr. 1). Zloutnuti postupuje od $picek a okraji listii a zachvacuje postupné celou
listovou &epel. Zloutnuti vétsinou za&ina 7 - 20 dnt po infekei a miize byt piedchazeno
tvorbou vodovatych skvrn na listech (D’Arcy, 1995). Zakrslost doprovazi deformace
listti a listovych Cepeli (u ovsa se listy staci do rulicek), redukce nadzemni i podzemni
biomasy, poruchy metani, sterilita kvitkt, redukce pocétu klaskd a tvorba zadinového
zrna. V dal$im stadiu choroby se miiZze objevovat nekrdza cévnich svazki a redukce
kotenového systému. Napadené rostliny nemetaji nebo nevytvareji semena. Symptomy
jsou v nékterych piipadech t&zko odlisitelné od pii¢in neparazitického pivodu (Cada et
al., 1981).
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Obrazek 1. Pfiznaky BYDV u je¢mene (foto J. Kumar, VURV, v.v.i.)

2. Virus zakrsalosti psenice-WDV

Hlavnim ptiznakem virové zakrslosti pSenice u kulturnich obilnin spole¢nym pro
vSechny odridy je zakrslost rostlin zptisobena omezenim dlouzivého rustu (obr. 2). Nej-
vice patrné jsou piiznaky v dobé obvyklé pro pocatek sloupkovani. Castymi ptiznaky
jsou odumieni terminalniho listu, po némz nasleduje odumfeni zbytku odnoze, deforma-
ce, prohybani listii. Zloutnuti starsich listd (obr. 3), predchazejici jejich odumfieni, za¢ina
od s$picek. Inkubacni doba se pohybuje v polnich podminkach za ptiznivych vegetacnich
podminek od ti az Sesti tydnt (Ripl et al., 2008).
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Obrazek 3. Sekundarni infekce WDV na p3enici (foto J. Kumar, VURV, v.v.i.)
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3. Virus nekrotické mozaiky ovsa-ONMV

Napada oves (Avena sativa) a jiné druhy rodu Avena a mnohé travy véetné Poa, Bro-
mus a Lolium. Infekce Casto zacina chlorotickymi ¢arkami na vzchazejicich listech, které
se rozvijeji v nepravidelné svétle a tmavé zelené skvrny na listech (obr. 4). Tyto pak
piechazeji v nekrozy. Pochvy listd jsou taktéz skvrnité a posléze nekrotické. Zakrslost
neni vyrazna. Skvrny a mozaika jsou vyrazné pfi teplotach okolo 15-18°C a nekrozy se
za vy$$ich teplot objevuji diive a jejich intenzita je vyssi (Gill, 1976).

Obrazek 4. Listy ovsa s nekrotickou mozaikou (Foto T. Dréb VURV, v.v.i.)
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Dalsi travy nachylné virdze jsou: Bromus mollis, B. racemosus, B. secalinus, B. tecto-
rum, Lolium multiflorum, L. temulentum, Poa annua, P. compressa, P. pratensis a P.
trivialis.

Hordeum vulgare (je¢men), Triticum aestivum (pSenice), Secale cereale (Zito) a Zea
mays (kukufice) jsou vici chorobé imunni. Dalsi imunni traviny jsou Agropyron elon-
gatum, A. intermedium, A. repens, Agrostis alba, A. palustris, A. tenuis, Bromus inermis,
Dactylis glomerata, Elymus junceus, Festuca elatior, F. rubra, F. rubra var. commutata,
Lolium perenne, Phalaris arundinacea, Phleum pretense (Gill, 1976).

4.Virus mozaiky sverepu -BMV

BMYV napad4d mnoho jednodéloznych celedi Poaceae, véetné je¢mene a kukufice.
U je¢mene BMV zpusobuje Zluté az svétle hnédé prouzky (obr. 5). U kukufice lze zazna-
menat 1éze nebo prouzky, u mladych sazenic pak dochazi k nekrozam a uhynuti rostlin
(Wooley a Kao, 2004).

Obrazek S. List je¢menu napadeny BMV.
(Foto Wooley. R.S.; Kao S.C.)

5. Virus mozaiky jilku-RgMV

RgMYV dokaze zpiisobit zavazné skody predevsim na Lolium multiflorum, hybridu L.
X boucheanum a L. perenne. Na ¢epeli a pochvach listi se objevuji jasné zelené, difuzni
viditelné skvrny (obr. 6), které mohou nekrotizovat. V pokrocilych stadiich se objevuje
vyrazna mozaika. Casto jsou napadeny viechny listy na rostling. S postupem nekroz,
listy jeden po druhém odumiraji. Stonky byvaji také napadeny, takze cela rostlina pied-
¢asné usycha. Po koseni rostlina znovu obrista, Casto bez vzniku viditelnych symptomu
(Raynal et al., 1989).
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Rozchazi se studie tykajici se nékterych moznych hostitelskych druht rostlin. Nicmé-
né zcela jist¢ RgMV napada oves sety (Avena sativa) a oves hluchy (Avena fatua), dale
Lolium multiflorum, L. perenne, Dactylis glomerata, Agrostis scabra, Bromus arvensis
a Poa annua, Na téchto hostitelich obvykle zpisobuji lehkou svétle zelenou mozaiku
na listech. Izolaty z Anglie a Kanady byli také schopné infikovat Cynosurus cristatus.
Americké izobaty dale infikovaly Bromus commutatus, B. mollis, B. racemosus, B. seca-
linus, B. tectorum, Festuca elatior, Hordeum leporinum, Lolium remotum, L. temulentum
a pSenici Michigan Amber (Bruehl et al., 1957). Britské izobaty byly schopny pfenosu
na Alopecurus agrestis, Bromus sterilis, Festuca pratensis, ryzi setou (Oryza sativa),
Poa pratensis a P. trivialis, ale nenapadal pSenici (Mulligan, 1960). Slykhuis a Paliwal
(1972) zkouseli n¢kolikrat infikovat pSenici a ryzi, nicméné neuspésné.

Obrazek 6. Listy jilku (Lolium multiflorum) napadené RgMV.

(Foto F. Rabenstein, Julius Kiihn Institute)
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6. Virus carkovité mozaiky psenice-WSMV

Napada pSenici (Triticum aestivum), oves (Avena sativa), jeémen (Hordeum vulgare),
zito (Secale cerale), kukutici (Zea mays), ¢irok (Sorghum vulgare), proso (Panicum, Se-
taria, a Echinochloa spp.). Specifickym symptomem je Zlutozelena mozaika na listech
(obr. 7). V polnich podminkach se symptomy projevi spolu s nastupem teplejsiho pocasi
od poloviny do konce jara. Infikované rostliny vykazuji mozaiky listti a napadlé odnoze
jsou povadlejsi a polehlejsi v porovnani s odnozemi zdravymi. Symptomy pretrvavaji az
do zralosti rostlin. Mezi bézné symptomy se tadi i zakrslost. U ¢iroku se mohou objevit
sporadicky nekrotické skvrny (French a Stenger, 2002).

Napada také mnoho plevelnych a volné rostoucich trav, v¢etné rodu Aeiglops, Ag-
ropyron, Bouteloua, Bromus, Cenchrus, Digitaria, Echinochloa, Elymus, Eragrostis,
Haynaldia, Hordeum, Lolium, Panicum, Phalaris, Poa, Orizopsis, Setaria, a Stipa. Ne-
napada Agropyron repens, Bromus inermis, Hordeum jubatum, ryzi (Oryza sativa) nebo
cukrovou titinu (Saccharum officinarum) (French a Stenger, 2002).

Obrazek 7. Péenice postizend virem ¢arkovitosti psenice (WSMV). (Foto Jiban Kumar, VURV, v.v.i.)
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7. Pidou pfenosny virus mozaiky obilnin-SBCMV

SBCMV je pfenasen pudni houbou Polymyxa graminis, ¢astice viru jsou pfenaseny
pomoci zoospor a odpocivajicich spor (cyst). Viruliferni cysty mohou v piidé preckat az
10 let (Ratti et al., 2004). SBCMYV napada pSenici, triticale, zito (Kiithne, 2009).

Charakteristické zluté mozaiky (obr. 8) na listech se objevuji na nov¢ rostoucich lis-
tech na pocatku jara pii chladném pocasi. Mize se jednat o mirnou skvrnitost na spod-
nich listech nebo vyraznou mozaiku na praporcovém listu; nebo také napadené rostliny
nemusi symptomy na listech viibec vykazovat. Infekce ovlivituje rist rostliny (zakrslost)
a také snizuje vynosy, dle riznych zdroji o 20 az 50% (Kiihne, 2009).

Obrazek 8. Slechtitelské linie p3enice na pokusném pozemku vykazujici symptomy nakazy SBCMV
(foto Illinois Agricultural Experiment Station).

Vyskyt viech vyse jmenovanych virti byl zaznamenan na tizemi CR v letech minu-
Iych, nebo se vyskytuje v sousedstvi CR (Némecko, Polsko, Slovensko). Vyskyt zadného
z téchto vird se tedy neda vylouéit ani v CR, naopak, u nékterych jiz byl vyskyt potvrzen
(WSMV), ujinych je velmi pravdépodobny. Mnoho vir6z se nemusi symptomaticky proje-
vovat, nebo jsou symptomy lehce zaménitelné a abiotickymi stresy. Rutinné, avsak ani ex-
perimentalng, se viak kromé BYDV a WDV Zadné jiné viry obilnin na tizemi CR nesleduji.
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Metody detekce

Detekcee a identifikace virt je velikou vyzvou od vzniku rostlinné virologie jako samo-
statné discipliny, a od té doby bylo vyvinuto obrovské mnozstvi metod umoznujicich urcit
virové patogeny (Boonham et al., 2007). Pfesna diagndza organismi zptsobujicich choro-
by je nezbytnym piedpokladem u¢inné kontroly (Boonham et al., 2003) a ve studiich epi-
demiologie a ekologie virt kritickym faktorem (Wheelis et al., 2002). Do sou¢asnosti bylo
vyvinuto a je kazdodenné vyuzivano mnoho metod (elektronova mikroskopie, ELISA,
PCR, RT-PCR, TagMan, reverse PAGE, hybridizace nukleovych kyselin, metagenomické
piistupy, biologické testy) (Boonham et al., 2003). Bézné metody nachazejici uplatnéni
v rutinni diagnostice zahrnuji rizné variace polymerazové fetézové reakce (PCR), séro-
logickych testl jako enzyme linked immunosorbent assay (ELISA), a dale imunofluores-
cen¢ni testy na protilatky (Melcher et al., 2008; Menzel et al., 2002; Webster et al., 2004).
Jednotlivé metody se 1isi svou citlivosti, naro¢nosti provedeni a v neposledni fad¢ naklady.

Pfi rutinnim testovani se obvykle rostlinny material (osivo, sadba, vzorky ze zeme¢-
délsky obhospodarovanych ploch) testuje na pfedem dané spektrum patogentt danou
jednou, max. dvéma metodami. Vybér vzorkti mize byt ndhodny, nebo mu mize pied-
chazet vizualni zhodnoceni ptriznakd odbornym pracovnikem nebo zemédélcem.

V soucasné dobé se v Ceské Republice obvykle rutinné testuje sérologicky nebo zjis-
tovanim nukleové kyseliny viru ve vzorku pomoci RT-PCR.

Sérologické metody diagnostiky

Metody enzymové imunoanalyzy patii k dilezitym technikam stanoveni fady mak-
romolekul (pfedevs§im proteind), jejich komplext (napf. viry, buiiky), ale i nizkomo-
lekularnich latek (napt. hormony, ristové regulatory). Zakladem vsech sérologickych
technik a jejich modifikaci je reakce protilatky s antigenem. Virové ¢astice maji na povr-
chu plastového proteinu specifické struktury, které nazyvame epitopy. Jestlize izolovany
(purifikovany) virus nao¢kujeme do vhodného obratlovce, nejéastéji kralika, vytvori ve
svém téle proti témto bilkovinam specifické protilatky zvané imunoglobuliny G (IgG).

Bézné vyuzivanou sérologickou metodou je v rostlinné virologii DAS-ELISA test,
kde virovy antigen nejdfive reaguje se specifickymi protilatkami (obvykle jako imuno
-y-globulin nebo IgG frakce antiséra) navazanymi na povrch pevného nosice a je pak
detekovan specifickymi protilatkami zna¢enymi enzymem, ktery v pfipadé pozitivniho
vzorku zviditelni reakci rozkladem vhodného chromogenniho substratu (tj. zménou bar-
vy). Protilatky vazané na pevny nosi¢ a protilatky znacené mohou a nemusi byt ze stej-
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ného zdroje. Vzhledem k tomu, Ze je virus umistén mezi dvé molekuly protilatek, nazyva
se metoda double antibody sandwich (DAS) ELISA (Naidu a Hughes, 2003). Ve vSech
ptipadech je vystupni informaci provedeného ELISA testu soubor hodnot absorbance.
Protoze ELISA testem je stanovovan proteinovy antigen virionu, hodnota absorbance nas
neinformuje piimo o stavu virové ¢astice a o jeji schopnosti vyvolat infekci (Navratil et
al., 2012). V praxi je DAS-ELISA relativné vysoce specificka (Naidu a Hughes, 2003).

ELISA se stala od momentu, kdy ji poprvé do rostlinné virologie uvedli Clark a Adams
(1977) velmi popularni volbou detekce virti v rostlinném materialu, hmyzich vektorech,
semenech i vegetativnim rozmnozovacim materidlu. Diky své ptizpiisobivosti, citlivosti
a vysi ndkladii je ELISA stale vyuzivana v mnoha ptipadech, pfedevsim pokud se jedna
o testovani vysokého poctu vzorkl najednou (Naidu a Hughes, 2003).

Molekularni metody detekce

Metody molekularni detekce se poprvé objevily v sedmdesatych letech a od té doby
stale nabyvaji v rutinni diagnostice na vyznamu. Princip PCR byl poprvé piedstaven
Kerry Mullisem v roce 1983 (Mullis, 1990). PCR je in vitro metoda pro enzymatickou
syntézu definované sekvence DNA. Reakce vyuziva dvou oligonukleotidovych primert,
které hybridizuji s protichtidnymi vlakny DNA a od jejich 3 - konctl je zahajena syntéza
komplementarnich fetézci. Syntéza novych komplementarnich vlaken je katalyzovana
termostabilni DNA polymerazou (napt. Taq DNA - polymeraza). Opakovani cyklu, kte-
ré zahrnuji denaturaci DNA templéatu (denaturation), hybridizaci primeru (annealing)
a syntézu komplementarnich vlaken DNA (extension), ma za vysledek exponencialni
nartst poctu specifickych DNA fragmentt. PCR je velice citliva metoda, kterd umoznuje
detekci DNA ve vzorku tim, Ze uréenou sekvenci namnozi do té miry, Ze ji mizeme po
separaci gelovou elektroforézou a obarveni snadno detekovat.

Vétsina rostlinnych viri je tvofena pouze RNA. DNA polymeraza neni schopna vyu-
zit RNA jako matrici pro syntézu nového fetézce, proto musi byt RNA nejprve prepsana
na jednotetézovou DNA (cDNA), ktera posléze vstupuje jako templat do PCR (RT-PCR).

Kvantitativni polymerazova fetézova reakce (nejcastéji oznacované jako Real-time
RT-PCR nebo RT-qPCR) je metoda zalozena na principu klasické PCR, umoziiuje vSak
kvantifikaci sledovaného useku RNA. Na rozdil od bézné RT-PCR, kde se analyzuje az
vysledny produkt pomoci elektroforézy v agardze, je pti Real-time RT-PCR zazname-
navan kazdy cyklus PCR ve skute¢ném case. Zaznam amplifikace je zalozen na princi-
pu fluorescence, kdy se pouzivaji sondy (fluorescencni latky), které se vazi specificky
nebo nespecificky na amplifikované DNA. Bézn¢ se pouzivaji fluorescen¢ni kyaninova
barviva SYBR® Green (obr. 9a), ktera fluoreskuji po vazbé na mensi zlabek dsDNA.
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Fluorescence SYBR green I je po vazbé na DNA az 1000x vyssi a fluorescenéni signal se
zvysuje se vzristajicim mnozstvim PCR produktu. Signal se méfi bud’ na konci elongace
nebo kontinualné. Je zfejmé, ze barviva, ktera se nespecificky vaZzou na DNA, nemohou
byt pouzita u mnohondsobnych reakci, a jejich hlavnim omezenim je nemoznost odliSeni
nespecifickych produktt (obr. 9b). Real-time PCR je zaloZena na konceptu C, hodnoty
(C, jako cycle of treshold, cyklus prahu) (obr. 9¢c) (Lyskova, 2008).
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Obrazek 9a. Princip SYBR Green Real time PCR. Barvivo SYBR Green se vaze na jakoukoli
dvouvldkennou DNA (dsDNA), ¢imz za¢ne emitovat fluorescenci, kterou je pfistroj schopen zachytit.
Narlst mnozstvi dsDNA (tedy PCR produktu) vede k narlistu intenzity fluorescence, kterd je po kazdém
cyklu zmétena pfistrojem.

Obrazek 9b. Analyza kivky tani. Pokud pro Real-time PCR vyuZivdme SybrGreen, mlzeme velmi
snadno kontrolovat, jestli v pribéhu reakce vznikaji nespecifické produkty ¢i primery-dimery. Je k tomu
vyuzivana kfivka tani, tzv. melting curve, kterd vyuziva toho, Ze rlizné PCR produkty maji rizné teploty
tani. Nespecifické produkty maji obvykle teplotu tani nizsi nez specifické. Kfivka tani ukazuje zménu
intenzity fluorescence pfi rznych teplotach. Pokud ma kfivka tani pouze jeden vrchol, reakce je cCisté
specificka, pokud kfivka ma dva a vice vrchol(, znamena to, ze kromé specifickych produktd vznikaji
také nespecifické.
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Obrazek 9c. C, hodnota reflektuje cyklus, kdy dochazi k nartistu fluorescence nad prah pozadi, které se

v reakei vyskytuje. Tato fluorescence je zachycena detektorem. Jedna se tedy o bod, kdy se kiivka nardstu
fluorescence protind s prahem pozadi (modra linearni ¢ara). Cislo tohoto cyklu je zaznamenano a dale
vyuZzivano pravé jako C, hodnota.

Real-time kvantitativni PCR se stala nejpiesnéjsi a nejcitlivéjsi metodou, ktera byla
doposud vyvinuta (Dorak, 2006). Metodiky detekce a kvantifikace patogenti pomoci
RT-qPCR od roku 1999 ptibyvaji. Jsou rychlejsi, pfesnéjsi a citlivéjsi v porovnani s tra-
di¢né vyuzivanymi metodami detekce a kvantifikace, a mohou byt pouzity naprosto uni-
verzalné (tab. 1). Z téchto divodi jsou vyuzivany pro diagnostiku zemédelskych vzorku
i pro aplikované tcely (Gachon et al., 2003).

Tabulka 1. Souhrn technickych vlastnosti Real-time PCR, v porovnani s jinymi
v soucasnosti vyuzivanymi technikami (zdroj Gachon et al., 2004).

Pocet Sipek oznacuje uroven naro¢nosti vyzadované u jednotlivych parametrii. Zna-
ménka ‘+’ a ‘-’ oznacuji schopnost dané techniky uspokojit jednotlivé pozadavky.

Gil Rychlost Citlivost Specificita  Kvantifikace  Spolehlivost Naklady
Technické pozadavky

Real-time PCR
Southern blot Proménliva
ELISA Proménliva

Je jednoznaéné, ze rozvoj Sirokého vyuziti qPCR metod v rutinni diagnostice je limi-
tovan jedinym faktorem; a to jsou stale relativné vysoké naklady na ptistrojové vybaveni
a reagencie. Je vSak pravdépodobné, ze v budoucnosti bude tato technologie stale pfi-
stupn&j$i (Gachon et al., 2004).
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1) Protokol pripravy vzorku

A) Odbér vzorku

Odebirame na prvnim misté rostliny symptomatické, nebo rostliny, na nichz byl za-
znamenan vyskyt vektordi. Pokud v porostu takové rostliny nejsou, odebirame nahodné
vice vzorki z riznych mist porostu. U mladych rostlin je mozno odebirat celé nadzemni
¢asti nebo jen listy, u starSich rostlin je opét mozné oboji, nicméné z hlediska tspory
Casu pii homogenizaci a kvality izolované RNA je vhodnégjsi odebirat jen mladsi listy
bez stébel. Pti odbéru dbame na zabranéni kontaminace z rostliny na rostlinu (pracujeme
v rukavicich, ntizky, skalpel nebo jiné nastroje omyvame mezi odbéry jednotlivych vzor-
ki lihem, vzorky uskladiujeme kazdy zvlast)). Odebrané vzorky uchovavame v chladu
a co nejdiive bud’ ihned homogenizujeme, nebo uskladnime na -80°C.

B) Homogenizace

Pro izolaci RNA i DNA potiebujeme 0,1 g rostlinného pletiva. Jednodussi je ovSem
homogenizovat vétsi mnozstvi vstupniho materialu a z homogenatu 0,1 g odvazit. Vzor-
ky homogenizujeme v tekutém dusiku, u vzorkd uchovavanych na -80°C dbame na to,
aby nedoslo k jejich rozmrazeni, idealné€ odebirame z mraziciho boxu po kazdém vzorku
zvlast. Vzorek peclivé homogenizujeme v predmrazené tfeci misce a do 2 ml sterilni
mikrozkumavky odvazime maximaln¢ 0,1 g homogenatu, lepsich vysledkt izolace RNA
1ze dosahnout s 60-70 mg vzorku. Mikrozkumavky je také mozno pfedmrazit kratkym
ponofenim do tekuté¢ho dusiku. Je velmi dtlezité nepfesahnout danou vahu, nebot’ u ko-
lonkovych metod izolace NA dochazi v tomto ptipadé ke snizenému vytézku i kvalité
NA. Jakmile mame vzorky navazené, je opét nutno zabranit jejich rozmrazeni pied sa-
motnou izolaci - vhodné je uchovani v tekutém dusiku nebo v mrazicim boxu.

2) Protokolizolace RNA

Existuje mnoho zptisobti izolace RNA. Zde je uveden tzv. kolonkovy zptisob metody
izolace. Tato izola¢ni metoda je zalozena na zjisténi, Ze nukleové kyseliny v pfitomnosti
tzv. chaotropnich soli adheruji na silikatovy povrch. Vyhodou metody zalozené na ad-
sorpci na silikat je rychlost a pohodlnost, proto jsou na ni zaloZzeny komer¢ni soupravy
(kity) pro rutinni extrakce NA. Kity jsou optimalizovany pro pouziti na konkrétni typ
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a mnozstvi vzorku a poskytuji standardizované vysledky. Pohodlnost pouziti kitt je dale
zvySena tim, Ze obvykle pouzivaji nastavce do mikrozkumavek, obsahujici jemny filtr,
ktery zadrzi silikatové ¢astice. Zpracovani pak probiha tak, ze jsou roztoky promyvany
pies kolonku (filtr se zachycenymi ¢asticemi). Namisto tradi¢niho silikdtu kity casto
vyuzivaji specidlni pryskyfice a maji rizn€ upravené slozeni pufri tak, ze napft. preferuji

pti adsorpci molekuly NA urcitého velikostniho rozpéti.

V nasem ptipad¢ doporucujeme pouziti komercni soupravy Spectrum™ Plant Total
RNA Kit (Sigma - kat.¢. STRN10, STRN50 a STRN250).

Protokol izolace RNA komeréni soupravou Spectrum™ Plant Total RNA
Kit (Sigma)

Lyzace

1. Pfedem si nachystat smés lyza¢niho pufru s 2-mercaptoethanolem (na kazdy vzorek
je zapotiebi 500l Lysis solution a 5 ul 2-ME)

2. Predem si nachystat rovnéz mikrozkumavky s kolonkou s modrym krouzkem (Filtra-
tion column), s kolonkou s ¢ervenym krouzkem (Binding column) a dalsi dvé mik-
rozkumavky bez kolonek.

3. Do homogenizovaného vzorku napipetovat 500 ul lyza¢niho roztoku pfedem nami-
chaného s 2-mercaptoethanolem a 2 minuty vortexovat.

Precisténi-filtrace

4. Vsechny vzorky vlozit do vodni l4zné€ a inkubovat 5 min p¥i 56 °C. Centrifugovat
vée 3 min pri 14000 RPM.

5. Prepipetovat supernatant na Filtration column (modry krouzek), zaviit a centrifugo-
vat 1 min pii 14000 RPM.

Navazani RNA na kolonku

6. Kolonku zahodit a ptipipetovat po 500 pl Binding solution, zvortexovat a 700 pl
napipetovat na Binding column. To provést postupné se v§emi vzorky.

7. Poté kolonky centrifugovat 1 min pii 14000 RPM. Vylit supernatant, osusit Collec-
tion tube o filtracni papir, vratit do ni kolonku, napipetovat zbytek smési a centrifu-
govat 1 min p¥i 14000 RPM.

8. Vylit supernatant, osusit Collection tube o filtrani papir a vratit do ni kolonku.

Promyti RNA na kolonce

9. Do kolonky napipetovat 500 pl Wash Solution 1 a centrifugovat 1 min p¥i
14000 RPM.

10. Vylit supernatant, osusit Collection tube o filtra¢ni papir a vratit do ni kolonku.
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11. Do kolonky napipetovat 500 ul Wash Solution 2 a centrifugovat 30 s pii 14000 RPM.

12.Vylit supernatant, osusit Collection tube o filtra¢ni papir a vratit do ni kolonku.

13.Do kolonky znovu napipetovat 500 ul Wash Solution 2 a centrifugovat 30 s pi¥i
14000 RPM.

14.Vylit supernatant, osusit Collection tube o filtra¢ni papir a vratit do ni kolonku.

15.Do kolonky znovu napipetovat 500 pl Wash Solution 2 a centrifugovat 30 s p¥i
14000 RPM.

16. Vylit supernatant, osusit Collection tube o filtra¢ni papir a vratit do ni kolonku.

17.Do kolonky znovu napipetovat 500 ul Wash Solution 2 a centrifugovat 30 s pii
14000 RPM.

Vypliachnuti RNA z keolonky

18.Ptendat kolonku do nové mikrozkumavky a centrifugovat 1 min pri 14000 RPM,
aby se kolonka osusila.

19.Poté kolonku vyjmout a vlozit opatrné do nové popsané 2 ml eppendorfky (jsou
v kitu). Do stfedu kolonky (pfimo na membranu) napipetovat 50 pl Elution Solution,
zavtit vicko a nechat stat 1 min pii pokojové teploté. Centrifugovat kolonku 1 min
prFi 14000 RPM. Wndat kolonku z eppendorfky a zahodit ji.

20.Zméfrit koncentraci RNA.

21.Naftedit vzorek pomoci autoklavované ddH,0 na koncentraci 30 ng/pl.

Kvalituizolované¢ RNA méfime spektrofotometricky (NanoDrop2000, ThermoScientific,

USA). Méfi se pfi vinovych délkach 260, 230 a 280 nm. To umozni hodnoceni ¢istoty

vzorku, ocekavané poméry jsou 2.0 pro RNA. Pomér absorbanci 260/280 mensi nez

1.75 svédci pro obsah kontaminujicich bilkovin. Absorbance pii 230 nm znaci necistoty,

jako jsou sacharidy, fenolické slouceniny, aromatické slozky. Pti vypoctu koncentrace

opticka hustota 1 odpovida ptiblizné 40 mg/l pro RNA.

3) Protokol izolace DNA (pro detekci WDV)

1. Pripravit si zmrazeny homogenizovany vzorek v 1,5 ml mikrozkumavce.
2. Pridat 0.5 ml guanidin thiokyanatu (GuTC) pfedehiatého na 60 °C
a. ddH,O, 1 M Guanidine thiocyanate, 20 mM Na,H-EDTA, 0.1 M MOPS, pH 4.6,
+ 2% 2-merkaptoetanol (ptiddvat té€sné pied pouzitim).
b. inkubovat ve vodni lazni po dobu 60 min pii 60°C.
3. pridat 0.5 ml fenol-chloroform-isoamylalkoholu (25:24:1).
a. zvortexovat
b. centrifugovat na 14000 rpm, 4 °C, 10 min
€. odpipetovat vodni (horni) vrstvu do nové 1.5 ml mikrozkumavky
4. pridat roztok RNAzy A 12 ug (3 ul za koncentrace 4 pg/pl)
a. zvortexovat
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b. inkubovat 10 min pii 37 °C
S. pridat roztok proteinazy K 10 pg (1 pl pfi koncentraci 10 pg/ul)
a. zvortexovat
b. inkubovat 20-30 min pii 37 °C
6. pridat 0.5 ml fenol-chloroform-isoamylalkoholu (25:24:1)
a. zvortexovat
b. centrifugovat na 14000 rpm, 4 °C, 10 min
C. odpipetovat vodni (horni) vrstvu do nové 2,0 ml mikrozkumavky se Spicatym
dnem
7. pridat 0.1x obsah 3M NaAc
pridat 2x obsah vychlazeného cCistého etanolu
nechat na -80 °C po dobu 1 hod
centrifugovat pfi 13000 g, 4 °C, 20 min
. vylit etanol
8. pridat 1 ml 70% EtOH
a. centrifugovat pti 13000 g, 4 °C, 10 min
b. wylit etanol
9. ponechat po dobu 10 min pti pokojové teploté, ptipadné vysusit ve vakuové susic¢ce

oo op

(cca. 5 minut)
10. pridat 50 pl ddH20
11. skladovat pii -20 °C

4) Protokol detekce RNA viru (BYDV, BMV, LolLV, RT-

Tento protokol popisuje postup pro pouziti ptistroje Real-time 7300 od firmy Applied
Biosystems, protokol pro pouziti s jinymi piistroji mtze byt lehce odlisny.

Pii pouziti 96-jamkovych desti¢ek je vhodné si nejprve udélat navrh umisténi jednot-
livych vzorki na desticku a podle néj postupovat. Idealné pouzijeme kazdy vzorek v tri-
plikatu, véetné pozitivni kontroly (RNA izolovana z rostliny s potvrzenou infekci BYDV)
anegativni kontroly (RNA izolovana ze zdravé rostliny), ptipadné pouzijeme jako templat
pouze destilovanou vodu pro kontrolu, zda nejsou primery kontaminovany. Pro kontrolu
kvality vyizolované RNA se pouziva vnitini kontrola jednotlivych vzorkll — primery pro
detekei pritomnosti genu pro eukaryoticky elongac¢ni faktor pSenice (eEF1a). Pokud se de-
tekce tohoto genu u vzorku nevydari, 1ze predpokladat problém s kvalitou izolované RNA.
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Navrh desti¢ky tedy vypada napft. takto:

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 " 12
Vorek 1 | Vzorek2 Pozitivni | Negativni Vzorek 1 | Vzorek2 Pozitivni | Negativni Vzorek 1 | Vzorek2 Pozitivni | Negativni
A BYDV BYDV kontrola | kontrola BV BMV kontrola | kontrola LolV Lol kontrola | kontrola
BYDV BYDV BMV BMV LoLv LoLv
Vzorek 1 | Vzorek 2 Pozitivni | Negativni Vzorek 1 | Vzorek2 Pozitivni | Negativni Vaorek1 | Vzorek2 Pozitivni | Negativni
B BYDV BYDV kontrola | kontrola BMV BV kontrola | kontrola LolV Lol kontrola | kontrola
BYDV BYDV BMV BMV LoLv Lov

Pozitivni | Negativni Pozitivni | Negativni Pozitivni | Negativni
Vzorek 1 | Vzorek 2 Vzorek 1 | Vzorek 2 Vzorek 1 | Vzorek 2
C BYDV BYDV kontrola | kontrola BMV BMV kontrola | kontrola LolV kontrola | kontrola

BYDV | BYDV BMV | BMV LV 1 Clow | Low
p | Vot | vanekz | G| AR e | vz | B ST v | vz | | R
ONMV ONMV RGMV RGMV EEF1A EEF1A
Pozitivni | Negativni Pozitivni | Negativni Pozitivni | Negativni
E V(Z)(')\lrr\e,l|§/1 V(Z)(;\lr,\eAv kontrola | kontrola V;(g&l;l] V;%r;lltlz kontrola | kontrola vég;? VétE)lr:&;kAZ kontrola | kontrola
ONMV ONMV RGMV RGMV EEF1A EEF1A
F Vzorek 1 | Vzorek 2 iozmvlnl l\ll(egatl\inl Vzorek 1 | Vzorek 2 iozmvlnl I\:(egatlvlnl Vzorek 1 | Vzorek 2 Eozmvlnl Iiegatlvlnl
ONMV ONMV ontrola | kontrola RGMV RGMV ontrola | kontrola EEF1A EEF1A ontrola ontrola
ONMV | ONMV RGMV | RGMV EEF1A EEFTA
G
H

Mastermix se sklada z 10 pul Power SYBR Green RNA-to-Ct™ 1-Step Kit (Applied
Biosystems), primerti pro jednotlivou detekei (tab. 2) v koncentraci 250 nM a celkové
koncentraci RNA 3 ng/ul — v§e doplnime do 20 pul vodou.

Reverzni transkripce probiha po dobu 30 min za teploty 48°C a amplifikace ma na-
sledujici podminky: 2 min inkubace pti 95°C nasledované 40 cykly o 15 s pii 95°C, a 60
s pti 61°C; a nakonec krok tvorby disociacni kiivky (15 s pii 95°C, 60 s pti 60°C, a 15
s pti 95°C).
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Tabulka 2. Seznam primeri pouzivanych v této metodice. * Teplota Tm se 1isi
pro jecny (80.2°C) a pseni¢ny (77.8°C) kmen WDV.

Produkt

Product

Virus Primery 5'sequence 3’ (bp) m 0Odkaz

| [ meromocecr 1 e
BYDV P{,al:f:ﬁ 34:8zTGGTTTTGG;(\GGTGTAT(:\TACGTTAcc:(T:ZZES;;“ 294 84 |(Jarosova & Kundu, 2010)
o | | e
o | er | s | s
Rl N IR
wo | I | meTechsaRaGaTIon
eEla E:ﬂ::\’, i‘}ggigig?ﬂgég?ﬁ 164 | 81-84 |Jarosovd & Kundu, 2010)
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S) Protokol detekce WDV pomoci Real-time PCR

Tento protokol popisuje postup pro pouziti pfistroje Real-time 7300 pfistroje od fir-
my Applied Biosystems, protokol pro pouziti s jinymi piistroji mtize byt lehce odlisny.
Pti pouziti 96-jamkovych desti¢ek je vhodné si nejprve udélat navrh umisténi jednotli-
vych vzorki na desticku a podle n¢j postupovat (viz detekce RNA virt vyse).

Mastermix se skldda z 10 ul Power SYBR Green PCR Master mixu (Applied Biosys-
tems), primerd UniWDVfa UniWDVrv o jednotlivé koncentraci 0,8 uM a 2 ul DNA —
vSe doplnime do 20 pl vodou.

Amplifikace ma nasledujici podminky: 10 min inkubace pii 95°C nasledované 40
cykly o 15 s pii 95°C, a 60 s pii 60°C; a nakonec krok tvorby disociacni kiivky (15 s pii
95°C, 60 s pti 60°C, a 15 s pti 95°C).

6) Interpretace vysledku

Vysledné hodnoty Ize v ptistrojich od Applied Biosystems stahnout v tabulce ve for-
matu.csv kompatibilni s excelem. U kazdé jednotlivé hodnoty je tfeba zkontrolovat né-
kolik dat:

1. Triplikaty: jsou C, hodnoty totozné / velmi podobné?

2. Teplota T, vysledného produktu: odpovida teplot¢ udavané v tabulce ¢. 2? (Odlis-
nost v fadu nékolika malo desetin stupné¢ mtze indikovat odlisny kmen viru (Garvey
et al., 2014)).

. Kontrola disocia¢ni kfivky analyzy tani: ma pouze jeden vrchol (tedy nedoslo ke

[

vzniku nespecifickych produkti béhem amplifikace)?

>

Neni problém s detekci endogenni kontroly, tedy detekci genu eEF1a? Pokud ano,
znaci to pravdépodobné problémy s kvalitou izolované RNA/DNA, popt. problémy
s reagenciemi v mastermixu a vysledky celého vzorku jsou tim zpochybnény.

Poté je nutno rozhodnou, ktera hodnota C, Ize jest¢ byt chapana jako pozitivni vy-
sledek a kterd jako jiz negativni. Obvykle jsou hrani¢ni hodnoty okolo 35-40 cyklt.
Vhodné je pro kazdy jednotlivy pfistroj a detekovany virus provést dilu¢ni fedéni pozi-
tivniho vzorku a sledovat, pii jakych Ct hodnotach ma jesté vypovidajici hodnotu (body
a); b); ¢); d) — viz vySe — jsou splnény) a kdy jsou jiz vysledky nepfesné. Samoziejme
i u této metody existuje tzv. hrani¢ni pole, kdy je nutno vysledky potvrdit/vyvratit jinou
metodou.



Validace metody

Nami navrzené primery byly validovany spolecné s primery navrzenymi jinymi au-
tory (Ferns & Garson, 2006, Tatineni et al., 2010) na 62 vzorcich obilnin a trav odebra-
nych v riiznych regionech Ceské republiky. U viech testovanych vzorki bylo podezieni
na virovou infekci. U 16 vzorkt byla virova infekce skutecné potvrzena v nasledujicim
zastoupeni: virus carkovité mozaiky pSenice (10 piipada), virus mozaiky jilku (3 pii-
pady) a latentni virus jilku 9 (pfipad). Byly rovnéz zaznamenany dva ptipady smésné
infekce WSMV a RgMV. Validace byla popsana v impaktovaném casopise (Drab et al.,
2014).

Vyuziti molekularni metod pro monitoring vira

V Ceské Republice byl doposud potvrzen vyskyt nékolika virt obilnin— BMV, BYDV,
LoLV, RgMV, WDV, WSMV (Kundu et al., 2009a,b; Gadiou et al., 2009; Gadiou a Kun-
du, 2010; Dréab et al., 2014). Vyskyt mnoha dalSich viru lze s jistou pravdépodobnosti
pfedpokladat — v okolnich zemich je ekonomicky zavaznym patogenem SBCMYV, a byl
potvrzen vyskyt ONMYV, SpMV (Schubert et al., 2007; Rabenstein a Huss, 2013). Z vyse
jmenovanych je rutinné detekovan pouze BYDV a WDV, ostatni viry monitorovany ne-
jsou a pro vétSinu z nich ani neexistuje metodika detekce.

Metoda Real-time PCR je jednou z nejptresnéjSich a nejcitlivéjSich metod, které byly
doposud vyvinuty. Metodiky detekce a kvantifikace patogenti pomoci Real-time RT-P-
CR od roku 1999 pribyvaji. Jsou rychlejsi, presné&jsi a citlivéjsi v porovnani s tradiéne
vyuzivanymi metodami detekce a kvantifikace, a mohou byt pouzity naprosto univerzal-
n¢. Z té€chto divodl jsou vyuzivany pro diagnostiku zemédélskych vzorki i pro apliko-

vané ucely.
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Analyza ekonomie vyuziti metodiky SYBR Green | RT-qPCR

pro rutinni detekci a monitoring virti obilnin a trav

Tabulka 3: Finan¢ni naro¢nost metod detekce viru obilnin.

Citlivost
metody

Cena na analyzu

Metodiky Potrebné kity el jednoho vzorku

Sérum (Sediag) Cca. 9000 K¢/500 reakci 36 K¢
Desticky (Sediag) 3000 K¢/ 60 desticek cca. 2 K¢
Krycifolie (Sediag) 4500 K¢/ 100 ks cca. TK¢
Plast cca. 20 K¢

Izolace RNA (Spectrum Plant Total RNA

Kit (Sigma-Aldrich) 30780 K¢/ 250 vzorkl 123 K¢

Reverzni transkripce + PCR (QIAGEN N . .

One-Step RT-PCR Kif) 11800 K¢/ 200 reakci a 25 pl 60 K¢
Agaréza (LE SeakKemp Lonza) 5000 K¢ /500 g/ cca 1000 gell cca5ke
TAE pufr do elektroforézy (Thermo . ‘ .
Scientific SOXTAE Buffer) 1913 K¢/ 11 koncentratu 1,90 k¢

One-step RT-PCR ; :
P Barvivo SYBR S.afe .(Thermo Fischer 2315K¢/ 400 3K
Scientific)
Gene Ruler 100 bp Plus Ready-to-
1932 K¢ 8Kc
use (Thermo Fischer Scientific)

Primery (100 uM) cca. 350 K¢ 0,04 K¢

Plast cca20 K¢

Izolace RNA (Spectrum Plant Total RNA

Kit (Sigma-Aldrich) 30780 K¢/ 250 vzorkii 123 K¢
Sada dNTPS (100 mM kazdy, . .
Promega) — fedéni 10 mM L ol
RNasin (Jena Bioscience) 1220 K¢ 5,40 K¢
Random Hexamers (Jena Bioscience) 680 K¢ 5,40 K¢
M-MLV (10000 U, Promega) 1914 K¢ 23 K¢
Two-step RT-PCR Go-Taq 2 Polymerase (Promega) 6,20 K¢
dNTPs 100 mM kazdy, Promega) — 5518 ke 410K

fedéni 2,5 mM

Primery (100 pM) cca. 350 K¢ 0,04 K¢
Agardzovy gel (podrobné

rozepsano u One-step RT-PCR)

Plast

18 Ke

cca. 60 K¢

Guanidin thiokyandt (Sigma Aldrich) 2399Ke/100g

Na,H-EDTA (Sigma Aldrich) 808KE/509
MOPS (Sigma Aldrich) 1037KE/25¢
PCR (WDV) 2-Mercaptoethanol (Sigma Aldrich) 977 K¢/ 100 ml
- ‘mesgg;ee‘r':‘;;’;"ym‘:t':;‘::a‘; daném 395 K¢ /100 ml smési .2k
RNéza A (4 mg/ml, Promega) 2169 K¢/ 1ml 6,50 K¢
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ProtelnTahz:rrl;giir:r?t/iglcl), Fisher 762K/ 1ml 0.40Ke
Fenol (h'("sz‘;f[‘:]:%';:’i;':;y'a'k°h°' 2166 K¢/ 100ml 1K
Octan sodny (Sigma Aldrich) 1226 K¢/ 2509 0,30 K¢
EtOH Pure 600Ke/ 11 k¢
Go-Taq 2 Polymerase (Promega) 6,20 K¢
PCR (WDV) dNTPs 100 mM kazdy, Promega) — Y ,
tedéni 2,5 mM 5518 K¢ 4,10 K¢
Primery (100 pM) cca. 350 K¢ 0,04 K¢
Agardzovy gel (podrobné 18K
rozepsano u One-step RT-PCR)
Plast cca. 80 K¢
CELKEM 130 K¢ **1/2*

Izolace DNA (rozpis viz. vy3e) 32Ke
Power (S::;igaeggf;g:“;;te'm"‘ 11130K¢/5 ml 22,30K¢

Primery (100 pM) cca. 350 K¢ 0,04 K¢

Desticka (The Applied Biosystems®
SYBR Green MicroAmp® Optical 96-Well Reaction 1784 K¢ /10 desticek a 96 jamek 1,90 K¢
| qP(R Plate)
Kryci folie (The Applied
Biosystems® MicroAmp® Optical 5920 K¢/ 100 folif 59,20 K¢
Adhesive Film)

Plast cca. 80 K¢
lzolace RNlét((SSpi;;:';'_';‘lgliac':)T°ta' RNA 30780K¢/ 250 vzorki 123K
gPCR (Power SYBR Green RNA-to-CtTM 15272 K¢/ 250 reakci a 20 pl 3060 K¢

1-Step Kit (Applied Biosystems)) !
Desticka (The Applied Biosystems®
SYBR Green | RT- MicroAmp® Optical 96-Well Reaction 1784 K¢/ 10 desticek a 96 jamek 1,90 K¢
aPCR Kryci folie (Th Z\Iati‘) d Bi ®
Primery (100 pM) cca. 350 K¢ 0,02 K¢
Plast cca. 50 K¢

Z ekonomického hlediska se jako nejlevnéjsi jevi sérologickd metoda ELISA. Nic-
méné jeji nizka cena je rovnéz vykoupena i nizkou citlivosti této metody, jelikoz se
zabyva pouze piitomnost virového antigenu, nikoliv jeho schopnosti vyvolat infekei.
Metody zalozené na molekularni analyze jsou vyrazné presnéjsi, ale i financné naroc-
n¢jsi. Nejpresnéjsi metodou je real-time PCR, u které je vysoka citlivost zajisténa diky
vysoké teploté nasedani primerd, coz snizuje riziko faleSné pozitivity. Jeji cena je v pfe-
poctu na vzorek mirn€ vyssi nez cena klasické PCR (pro DNA viry) nebo RT-PCR (pro
RNA viry), nicméné jeji spolehlivost a citlivost je vyraznym argumentem pro vyuZziti
prave této metody pii diagnostice virovych patogent obilnin. Velkou vyhodou metody
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(RT)-gPCR je rovnéz skutecnost, Ze v jednom béhu pfistroje lze analyzovat vice vzorkt
najednou (cca. 25 u pfistroje s adaptérem na 96-jamkovou desticku, vice nez 100 u pfi-
stroje s adaptérem na 384 jamkovou desticku), ¢imz se usetfi Cas, penize, lidské prace
1 pristroj na provadéni analyz.

Monitoring virovych chorob obilnin a ostatnich zemédé€lskych plodin je dulezitou
soucasti fytopatologickych opatfeni. Pii vyskytu patogenu v urcité oblasti 1ze pfijmout
preventivni opatieni a tim zabranit vysokym ztratdm na vynosu, které virové choroby
zpisobuji. Je rovnéz velmi daleZzit¢ kontrolovat trvalé travni porosty, které jsou znamy
jako rezervoary virovych patogentl, a z nichz je moznost prenosu na kulturni plodi-
ny. Tato metodika poskytuje ndvod na velmi citlivou a presnou detekci 9 obilnych virti
a umoziuje tudiz zachytit vyskyt nejen béznych, ale i nové se objevujicich virovych
patogentl. Véasna diagnostika je jednou z nejicinngjSich metod prevence vyskytu epi-
demii chorob.

Srovnani,novosti postupa”

V CR dosud nebyla znama metoda schopna identifikace nasledujicich viri obilnin
a trav: BMV, LoLV, ONMYV, RgMV, SBCMYV, SpMV. Nebyla ani vytvoifena metodika
pro detekci metodou Real-time RT-PCR pro Zadny z obilnych virt.
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